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RESUMO 
Introdução: A infecção pelo vírus da hepatite C (HCV) apresenta alta prevalência entre 
pacientes em hemodiálise, sendo uma importante causa de morbi-mortalidade nesta 
população. A aquisição do HCV continua a ocorrer em unidades de hemodiálise e está 
relacionado principalmente com a transmissão nosocomial. O tratamento da hepatite C, com 
interferon em monoterapia, entre pacientes em hemodiálise, apresenta resultados satisfatórios. 
Entretanto, um número considerável de pacientes apresenta resposta não-sustentada à terapia.  
Objetivo: Avaliar se a resposta não sustentada em pacientes infectados pelo HCV em 
hemodiálise, corresponde a uma recidiva da infecção ou a uma reinfecção com outras cepas 
virais. 
Materiais E Métodos: Foram avaliados 15 pacientes em hemodiálise, que eram soronegativos 
para HBV e HIV, sem história de alcoolismo e uso de drogas injetáveis. Foram incluídos os 
pacientes que foram tratados com IFN-alfa 3 MU, 3 x/sem por 12 meses e que apresentaram 
resposta não sustentada (HCV-RNA negativo no 12o mês e positivo no 6o mês pós-tratamento). 
Quatro pacientes foram incluídos com infecção aguda pelo HCV. Amostras de soro foram 
coletadas antes do tratamento (T0), ao final do tratamento (T12) e 6 meses após o seu término 
(T18). A análise da genotipagem foi realizada no T0 e T18 usando o Inno-LiPA HCV II e o 
seqüenciamento da região NS5B. Uma árvore filogenética foi construída usando os programas 
Mega e Treeview.  
Resultados: Antes do tratamento, os respondedores não sustentados apresentavam: genótipo 1a 
em 8 pacientes (53%), 1b em 4 (27%), 3a em 2 (13%) e 4a em 1 (7%). No período T18, 5 
pacientes (33%) mudaram de genótipo: de 1b para 3a (1 caso), 1b para 1a (1), 4a para 1a (1), 
1b para 2a (1) e 1a para 2a (1). Um resultado discordante entre o Inno-LiPA e o 
sequenciamento do NS5B foi encontrado em um paciente. A infecção pelo HCV1a foi 
detectada com Inno-LiPA em T0 e T18, enquanto a análise filogenética da região NS5B 
demonstrou uma alteração do HCV1b em T0 para HCV1a em T18.  
Conclusões: Este estudo permitiu demonstrar, por meio da mudança de genótipo em 5 de 15 
pacientes hemodialisados com resposta não sustentada ao tratamento da infecção crônica pelo 
HCV,  que existe possibilidade de reinfecção após o tratamento, uma vez que os pacientes 
permanecem expostos a ambiente de risco de transmissão da infecção. Estudos futuros de 
clonagem viral devem ser feitos para complementar estes achados, no sentido de avaliar a real 
magnitude da reinfecção e dimensionar adequadamente as medidas a serem adotadas para 
evitar este tipo de ocorrência. 
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INTRODUÇÃO 
 
Em 1989, Choo e colaboradores (CHOO et al, 1989) identificaram o vírus da hepatite 
C (HCV), utilizando técnicas de clonagem de material genético viral extraído do plasma de 
chimpanzés cronicamente infectados pelo vírus humano da até então chamada hepatite “não-
A não-B pós-tranfusional”. O plasma foi submetido a ultracentrifugação para extrair qualquer 
ácido nucléico (RNA ou DNA) e estes, após recuperados, foram desnaturados, clonados e 
isolados, revelando partículas menores que 80nm de tamanho, sugerindo um agente viral, 
posteriormente denominado vírus da hepatite C. 
O vírus da hepatite C (HCV) é um vírus envelopado de aproximadamente 50nm de 
diâmetro, membro da família Flaviviridae (RICE, 1996), mais intimamente relacionado ao 
gênero Pestivirus (como o vírus da diarréia bovina) do que ao Flavivirus (ao qual pertencem 
os vírus da febre amarela e da dengue), baseado nas similaridades em sua organização 
genômica. Portanto, o HCV tem sido classificado como um gênero à parte, denominado 
Hepacivirus e pode ser mais relacionado a um grupo de vírus conhecidos como os agentes 
GB, que são: GBV-A, GBV-B e o GBV-C ou vírus da hepatite G (LINNEN et al, 1996). 
Figura 1. O comprimento do genoma do HCV é de aproximadamente 9.6Kb e trata-se de uma 
molécula de RNA de cadeia simples e polaridade positiva. O genoma contém uma longa 
“região aberta para leitura” (open reading frame – ORF) de 9.030 nucleotídeos, os quais 
codificam uma poliproteína de 3.011 aminoácidos.  
Duas regiões não codificantes (untranslated terminal region - UTR) ladeiam a ORF: 
uma na altamente conservada extremidade 5´, com 341 nucleotídeos de comprimento e 
estruturas em forma de alças com a função de “sítio de entrada interna ribossomal” (internal 
ribosome entry site – IRES). Ela permite a ligação do ribossomo no códon inicial da ORF 
para início da tradução (TSUKIYAMA-KOHARA et al, 1992). A outra região não codificante 
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na extremidade 3´ tem uma seqüência variável, de aproximadamente 40 nucleotídeos seguida 
do códon final da ORF e uma cauda homopolimérica de poli-U, seguida por um estrutura 
estável de 98 nucleotídeos. Essa estrutura tem um papel essencial no início da replicação viral 
(YANAGI et al, 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Árvore filogenética mostrando a distância na similaridade genômica do HCV com 
os outros vírus da famíllia Flaviviridae. HGBV = vírus da hepatite G (KUIKEN et al, 2005). 
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   A tradução da “região aberta para leitura” (ORF) do HCV induz a síntese de uma 
poliproteína composta dentro do genoma viral na seguinte ordem (do terminal amino para o 
terminal carboxil): NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH, onde C 
(core ou nucleocapsídeo), E1 e E2 (glicoproteínas 1 e 2) e p7 são proteínas estruturais. As 
outras proteínas restantes são denominadas não-estruturais e necessárias para a replicação do 
RNA viral (LOHMANN et al, 1999). Figura 2. 
 
Figura 2. Organização genômica e processamento da poliproteína do HCV. A região 5’UTR 
consiste de 4 domínios altamente estruturados, contendo o sítio de entrada interna ribossomal 
(IRES). A 3'UTR contém uma parte poli-U (Un)/polipirimidina. Os pontos de clivagem das 
peptidases do hospedeiro(▼), da protease NS2-NS3 (∇) e da NS3 serine protease (•) estão 
indicados.  
 
 
Uma vez dentro do citoplasma, o RNA genômico é direcionado pela IRES para a 
tradução da poliproteína na porção rugosa do retículo endoplasmático e, posteriormente, 
clivada por proteases da célula infectada e por duas proteases virais (BARTENSCHLAGER, 
FRESE, PIETSCHMANN, 2004). A região C-NS2 é processada por peptidases do hospedeiro 
que clivam as junções C/E1, E1/E2, E2/p7 e p7/NS2. A região C é responsável pela formação 
do nucleocapsídeo viral e por algumas funções imunomoduladoras, bem como pela indução 
de carcinoma hepatocelular em ratos transgênicos (CHANG et al, 1998). Figura 3. 
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As glicoproteínas E1 e E2 representam a subunidade funcional inserida no envelope 
viral. A proteína E2 tem duas regiões hipervariáveis (HVR1 e HVR2), onde mutações podem 
ocorrer durante o curso da infecção pelo HCV como resultado da pressão seletiva pelo 
sistema imune do hospedeiro. A proteína E2 também liga-se com alta afinidade a uma 
proteína celular chamada CD81 (PILERI et al, 1998) que é expressa em vários tipos celulares, 
incluindo hepatócitos e  linfócitos. Acredita-se que essa ligação CD81-E2 funciona como um 
receptor ou co-receptor para a entrada do vírus na célula. Esse linfotropismo pode levar à 
diminuição do limiar de ativação dos linfócitos, facilitando a proliferação de autoanticorpos, 
sugerindo a patogênese de certas manifestações extra-hepáticas autoimunes, bem como de 
doenças linfoproliferativas associadas à hepatite C crônica (ESTEBAN, CORDOBA, 
SAULEDA, 1998). Além do CD81, outros fatores/co-fatores foram implicados como 
mediadores da entrada do vírus na célula, entre eles o receptor da lipoproteína de baixa 
densidade ou LDL (AGNELLO et al, 1999).  
A clivagem de NS2/NS3 é mediada por uma protease zinco-estimulada, composta por 
NS2 e um terço da porção N-terminal de NS3. Esta última contém uma NTPase/helicase 
essencial para a tradução e a replicação do HCV e uma serine-protease a qual forma um 
complexo estável com NS4A, de fundamental importância para a maturação das proteínas 
não-estruturais, desencadeando o processo de clivagem inicialmente na junção NS3/NS4A, 
seguido por NS5A/NS5B, NS4A/NS4B e NS4B/NS5A (PENIN et al, 2004). 
NS4B é uma proteína de 27kDa, a sua expressão induz uma alteração específica na 
membrana celular, denominada teia membranosa (membranous web), onde ocorre a formação 
do complexo de replicação viral (EGGER et al, 2002). Na proteína NS5A encontra-se uma 
“região determinante da sensibilidade ao interferon” (ISDR) que inibe in vitro a proteína-
kinase (PKR) a qual é uma efetora da ação antiviral indireta do interferon (TAN and KATZE, 
2001). 
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NS5B foi identificada como uma RNA polimerase RNA-dependente (BEHRENS, 
TOMEI, DE FRANCESCO, 1996) responsável pela produção de novos RNA a partir de RNA 
complementares (RNAc), usando o próprio genoma viral como modelo. Esta proteína é o 
componente central da replicação do HCV e tem sido o maior alvo de estudos para a 
intervenção antiviral (BRASS, MORADPOUR, BLUM, 2006).  
A proteína p7 é um polipeptídeo de 63 aminoácidos localizado na junção entre as 
regiões estrutural e não-estrutural. Sua função parece estar principalmente relacionada à 
reconstrução viral, paticipando na fusão destas duas regiões (HARADA, TAUTZ, THIEL, 
2000).  
As etapas precisas do mecanismo de replicação do HCV vêm sendo o objetivo de 
estudos de muitos autores, mas ainda falta um modelo animal adequado e um sistema de 
cultura celular eficiente. Apesar disto, muito progresso foi alcançado devido aos avanços nas 
técnicas de clones funcionais de cDNA (KOLYKHALOV et al, 1997), sistemas de replicon 
(BLIGHT, KOLYKHALOV, RICE, 2000; LOHMANN et al, 1999) e, mais recentemente, 
culturas celulares de partículas recombinantes infecciosas do HCV (LINDENBACH et al, 
2005; WAKITA et al, 2005). 
Por ser um vírus RNA com frequência alta de replicação e por não apresentar uma 
enzima de leitura de prova para corrigir os erros da RNA-polimerase viral (LOHMANN et al, 
1997), o HCV fica sujeito a mutações. O HCV exibe considerável variabilidade genética e as 
seqüências de nucleotídeos do envelope e de algumas proteínas não-estruturais podem variar 
consideravelmente de um isolado para outro dando origem a 6 grupos genéticos, denominados 
genótipos. A heterogeneidade dentro de cada genótipo é denominada subtipo (a, b, c,...). A 
similaridade das seqüências de nucleotídeos entre os subtipos do mesmo genótipo é de 
aproximadamente 75-80% e entre diferentes genótipos é de aproximadamente 67-69%. A 
 13 
nomenclatura utilizada atualmente para os genótipos e subtipos do HCV foi proposta por 
Simmonds (SIMMONDS et al, 2005). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Desenho esquemático do ciclo de replicação do HCV mostrando a distribuição das 
proteínas estruturais e não-estruturais na membrana do retículo endoplasmático (ER). A 
replicação ocorre em um sítio específico da membrana citoplasmática: a “teia membranosa” 
(MW). (BRASS, MORADPOUR, BLUM, 2006) 
 
  
 
Embora a maioria dos indivíduos seja infectada com um único subtipo, discretas 
variações podem aparecer, denominadas como quasispécies (OGATA et al, 1991). A 
similaridade entre as quasispécies é >98%, refletindo um mecanismo de adaptação viral, para 
tentar escapar do sistema imune e do tratamento antiviral, induzindo o desenvolvimento da 
doença crônica.  
A distribuição desses genótipos e subtipos têm sido determinadas em muitos países 
para .estudos epidemiológicos. Os subtipos 1a, 1b, 2a, 2b e 3a têm uma distribuição mundial, 
outros são vistos em populações específicas. Como exemplo, o subtipo 1c é encontrado 
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somente na Indonésia, enquanto o subtipo 3b é mais frequente no Japão, Tailândia e Nepal. O 
genótipo 4 responde pela maioria das infecções no Egito e África Central. O genótipo 5 é 
responsável por 30-50% dos casos de hepatite C na África do Sul e bastante raro em outros 
lugares, enquanto o genótipo 6 é mais freqüente em Hong Kong, Macau e Vietnam 
(SIMMONDS, 2004). Figura 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Árvore filogenética representando os seis genótipos e os subtipos mais frequentes 
do HCV. A distribuição geográfica é baseada nas seqüências completas do genoma do HCV 
disponíveis no HCV_DataBase. (SIMMONDS et al, 2005).  
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Na América do Sul, seguindo o perfil de distribuição genotípica da Europa e 
dos Estados Unidos da América (EUA), predominam os genótipos 1, 2 e 3. Figura 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Distribuição dos subtipos em alguns países da América do Sul: (sentido 
horário) Brasil, Uruguai, Argentina, Chile e Peru (KUIKEN et al, 2005). 
 
 
 16 
Infecção pelo vírus da hepatite C em pacientes hemodialisados 
A infecção aguda pelo HCV é geralmente assintomática, porém, cerca de 70% 
dos casos evoluem para hepatite crônica e 20% desses casos podem desenvolver 
cirrose; estes pacientes cirróticos apresentam um risco anual de 1-4% de denselvolver 
o carcinoma hepatocelular. O vírus da hepatite C vem se tornando a causa mais 
freqüente de hepatite crônica viral, acometendo aproximadamente 180 milhões de 
pessoas em todo o mundo (WHO and WWW.WHO.INT, 2006).  
Foi com a descoberta do HCV que ficou evidente o quanto este vírus era 
freqüente em pacientes com doença renal em diálise. Embora a prevalência da 
infecção pelo HCV em pacientes hemodialisados varie entre diferentes países e 
também entre diferentes unidades de diálise, ela é nitidamente mais alta do que na 
população geral (FABRIZI, POORDAD, MARTIN, 2002). As diferenças na 
prevalência são discrepantes quando se comparam 
 países em desenvolvimento com países desenvolvidos. Tabela1. 
 
Tabela 1. Índices de prevalência do anti-HCV em pacientes hemodialisados 
País Prevalência   HCV (%) Referência 
Moldávia 75% CUVIC ET AL, 1999 
Arábia Saudita 97% HURAIB ET AL, 1995 
Síria 49% OTHMAN E MONEM, 2001 
Itália 32.2% PETROSILLO et al, 2001 
EUA 8,9% MMWR, 2001 
França 16,3% SALAMA ET AL, 2000 
Holanda 3,4% SCHNEEBERGER, 2000 
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No Brasil, segundo os dados do censo de 2006 da Sociedade Brasileira de 
Nefrologia, a prevalência de anti-HCV positivo em hemodialisados varia de 9,8% no 
Estado de São Paulo, 13% no Ceará, 15,5% no Paraná a 18% no estado do Rio de 
Janeiro. 
Dados sobre a distribuição dos genótipos em pacientes hemodialisados são 
escassos na literatura. Um estudo na Alemanha (HINRICHSEN et al, 2002) mostrou 
uma distribuição predominante do subtipo 1b, seguido do 1a e do genótipo 2. Este 
achado é compatível com outras observações na Europa, EUA e Japão que mostram o 
subtipo 1b como o mais prevalente entre pacientes em hemodiálise (MMWR, 2001; 
POL et al, 2002). Entretanto, no Brasil, Perez e colaboradores (PEREZ et al, 2003) 
encontraram uma maior prevalência do subtipo 1a, seguida do subtipo 1b e do 
genótipo 3. Esta mesma distribuição do subtipo 1a também foi encontrada em 
pacientes sírios, seguido pelo genótipo 4 e subtipo 1b (ABDULKARIM et al, 1998). 
Os fatores de risco para a infecção pelo HCV em pacientes hemodialisados 
incluem o número de transfusões sanguíneas e o tipo de diálise. Após a introdução da 
eritropoietina e o teste de screening para o HCV nos derivados sanguíneos, o risco 
pós-transfusional de adquirir o HCV diminuiu significativamente (NATOV, 2005). 
Em relação ao tipo de diálise, pacientes sob hemodiálise (HD) possuem um risco 
maior de adquirir HCV, quando comparados com pacientes sob diálise peritoneal 
(WEINSTEIN et al, 2001). Uma das possíveis razões pode ser explicada pelo fato da 
HD exigir uma circulação extracorpórea, o que aumenta o risco para a exposição 
parenteral ao vírus. A possibilidade de transmissão ambiental torna-se mais 
expressiva em unidades de diálise com alta prevalência do HCV, nas quais os 
pacientes  possuem maior risco de adquirir a infecção pelo vírus (DOS SANTOS et al, 
1996). 
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Com o aparecimento de vários estudos epidemiológicos (GONZALEZ-
CANDELAS, BRACHO, MOYA, 2003; KOKUBO et al, 2002; QADI et al, 2004) 
usando técnicas de biologia molecular, evidenciou-se que a transmissão do HCV 
ocorre principalmente dentro das unidades de hemodiálise, na ausência de outros 
fatores parenterais de risco, como por exemplo, transfusões sanguíneas, ou uso de 
drogas ilícitas.  
Um fator de risco controverso na literatura discorre sobre o uso de máquinas 
isoladas de HD para pacientes anti-HCV positivos. Embora existam alguns dados que 
mostrem uma relação direta na alta incidência da infecção pelo HCV em pacientes 
que compartilham máquinas de HD (CALABRESE et al, 1991), a maior parte dos 
estudos sugere que as máquinas de HD não possuem um papel crucial na transmissão 
nosocomial do HCV (TASKAPAN et al, 2001). Outro fator é a passagem do HCV 
através da membrana do dialisador. Apesar de ser improvável, uma vez que o 
diâmetro do vírus (40-50nm) é muito maior que os poros da membrana (<10nm), a 
passagem do vírus para o compartimento dialisado pode ocorrer, como uma 
conseqüência da ruptura da integridade da membrana, que pode ser resultado da sua 
re-utilização freqüente (TAAL and ZYL-SMIT, 2000). 
Apesar destes fatores de risco questionáveis, o Centro de Controle de Doenças 
(CDC) não indica separação de salas para pacientes portadores de hepatite C,  
preconizando apenas a aderência às precauções universais, como a atenção à higiene e 
à adequada esterilização das máquinas de diálise, como também o teste sorológico no 
incío do tratamento dialítico e mensalmente nos pacientes anti-HCV negativos 
(MMWR, 2001). 
A doença hepática causada pelo HCV possui alta morbidade e mortalidade em 
pacientes hemodialisados (ESPINOSA et al, 2001). Apesar do curso indolente da 
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infecção, estudos prospectivos (STEHMAN-BREEN et a, 1998, NAKAYAMA et al, 
2000) mostraram que a mortalidade é maior nos pacientes hemodialisados que são 
anti-HCV positivos, do que entre aqueles que são anti-HCV negativos.  
A terapia anti-viral, com interferon-alfa (IFN), é indicada nos pacientes com 
hepatite C aguda, complicações extra-hepáticas, e deve ser considerada em todos os 
candidatos a transplante renal (PAWLOTSKY, 2006). A ribavirina é contra-indicada 
pelos seus efeitos colaterais severos (anemia hemolítica dose dependente), pois o 
clearence da ribavirina é prejudicado e seus metabólitos não são removidos pela HD, 
proibindo o seu uso em pacientes com um clearence de creatinina abaixo de 50 
ml/min. Até o momento, não há dados na literatura que suportem o uso do interferon 
peguilado, com segurança, nesse grupo de pacientes. Portanto, a monoterapia com 
interferon-alfa é, por enquanto, o tratamento de escolha para pacientes 
hemodialisados, com um considerável índice de resposta sustentada (RVS), variando 
de 19 a 71% (FABRIZI et al, 2003). Em nosso serviço, o índice de prevalência de 
RVS foi de 34% (ROCHA et al, 2006), mas o aparecimento de efeitos colaterais 
severos foi frequente, acompanhando os dados de literatura (RUSSO et al, 2003). 
Uma possível explicação para estes altos índices de RVS com IFN em monoterapia no 
tratamento dos pacientes em diálise é porque o IFN é uma molécula de peso 
molecular elevado (>16.000 kD) e não é removido durante a hemodiálise, 
aumentando a sua meia-vida plasmática e, consequentemente, levando a uma maior 
reposta anti-viral (MELIAN and PLOSKER, 2001). 
Concluindo, mesmo com os conhecimentos de biologia molecular do vírus C e 
o desenvolvimento de métodos epidemiológicos moleculares, a hepatite C continua 
um problema de saúde pública, principalmente nos centros de hemodiálise, com a 
evidência predominante de transmissão nosocomial. Como nos pacientes renais 
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crônicos as concentrações séricas do IFN são maiores e sua meia vida é mais longa, a 
taxa de resposta terapêutica é elevada. Entretanto, um número considerável de 
pacientes apresenta resposta não sustentada ao tratamento, ou seja, apesar da 
evidência de erradicação viral ao final do tratamento, no seguimento pós-tratamento 
os pacientes voltam a apresentar viremia detectável. Este fato poderia estar 
relacionado à recidiva da infecção, mas eventualmente poderia corresponder a uma 
reinfecção, uma vez que os pacientes continuam sendo expostos ao risco de 
transmissão no ambiente da hemodiálise.  
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OBJETIVO 
 
 Avaliar, em pacientes com insuficiência renal crônica em hemodiálise, se a 
resposta não sustentada ao tratamento da hepatite C com interferon corresponde a uma 
recidiva da infecção ou à reinfecção com outras cepas virais. 
A metodologia empregada e os resultados obtidos serão apresentados na forma 
de um artigo, submetido à publicação. 
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Introduction  
Hepatitis C virus (HCV) chronic infection causes significant morbidity and 
mortality among patients undergoing hemodialysis (HD). Epidemiological studies 
have clearly indicated that HD patients have a high risk of acquiring HCV infection 
(1-4). Several risk factors have been identified for HCV infection in HD patients, 
which include the number of blood transfusions, the duration of hemodialysis and the 
prevalence of HCV infection in the dialysis unit (5). Nosocomial transmission of 
HCV on dialysis unit is considered to be an important mode of transmission of the 
virus (6).  
 HCV is classified into 6 major genotypes. Within the genotypes there are 
many subtypes, with varying geographic distributions and modes of transmission (7). 
The HCV genotype is now recognised to be the strongest predictive variable 
regarding the response to interferon alpha (IFN) treatment. According to a recent 
meta-analysis, the IFN-monotherapy treatment of HCV-HD patients with genotype 1 
is associated with a sustained virological response of 30.6% (95% CI 20.9-48%) (8). 
The associate use of ribavirin in this population has not been recommended because 
of frequent side-effect dose-dependent hemolytic anemia.  
In this study, we retrospectively investigated HCV genotype and subtype in a 
selected HCV-HD patient group of non-sustained responders before treatment and six 
months after end-of-treatment to evaluate whether de novo HCV-RNA detection 
occurred due to lack of viral clearance after apparent initial response to IFN (relapse) 
or due to contamination with a new strain (re-infection).  
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Material and Methods  
Patients  
During the period of 1999 to 2002, HCV-infected hemodialysis patients with 
virological response during interferon therapy who presented de novo HCV-RNA 
detection 6 months after end of treatment (non-sustained response) were selected. The 
patients were referred from different dialysis units to the Gastroenterology Division at 
Federal University of São Paulo, Brazil. All patients fulfilled the following criteria: 
seronegativity for HBV e HIV, infections and drug- and alcohol-free history. Patients 
received IFN at a dose of 3 MU three times weekly for one year.  
 
Sera samples  
Sera samples were collected pre-treatment (T0), and 6 months after end-
treatment (T18). All sera were collected prior to HD procedure, aliquoted 
immediately after blood collection and frozen at -20°C. Samples were subjected to 
alanine aminotransferase (ALT) determination by an automated kinetic method 
(normal value: 30IU/L).  
 
Diagnosis of HCV infection  
The diagnosis of HCV infection was based on the presence of anti-HCV 
antibodies by a third generation ELISA (IMX, Abbott Laboratories, Chicago, IL). 
The third generation assay detects antibodies from three viral antigens (c22-3, c-200 
and NS5) originating from four regions of the viral genome (core, NS3, NS4, and 
NS5). Acute HCV infection was defined as elevation of serum ALT followed by anti-
HCV and HCV-RNA positivity in the sera of previous negative patients.  
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Criteria for virological response  
Patients who were negative for HCV-RNA at the end of 12 months of therapy 
were classified as end-of-treatment virological responders (9). All patients were 
considered to have virological non-sustained response once they had detectable serum 
HCV-RNA levels at 6 months after end-of-treatment.  
 
RNA extraction  
 HCV RNA was extracted from 160µl of serum by use of the QIAamp Viral 
RNA Mini Kit (Qiagen), in accordance with the manufacturer’s instructions.  
 
Quantitative HCV-RNA test  
The AMPLICOR v1.0 assay was used according to the manufacturer’s 
instructions (Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzerland). The linearity of the 
assay range is 103 to 106 RNA copies/ ml. Quantification analyses were done at T0 
and T18.  
 
Inno-LiPA II testing  
A second-generation line probe assay (Inno-LiPA II test; Innogenetics, 
Belgium) was performed according to the manufacturer’s recommendation, at 
evaluation points T0 and T18. In this procedure, labelled PCR products obtained from 
the 5’NTR are hybridized to immobilized oligonucleotide probes, which are specific 
for the six major types and can identify most subtypes.  
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PCR amplification of HCV NS5B region  
 RNA was reverse transcribed by use of random hexamers primers (Applied 
Biosystems) and 200 U of SuperScriptTM II Rnase H- Reverse Transcriptase (SSII RT; 
Invitrogen). A partial region of the HCV NS5B gene was amplified from 8µl of 
cDNA by nested reverse-transcription polymerase chain reaction forming a 323 base 
pairs product (nt positions 8286→8609). This NS5B region was amplified using two 
sets of primers; for the first round (outer), NS5b-1S (5’-
TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3’) and NS5b-2AS (5’-
GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC-3’); for the second round (inner), NS5b-3S 
(5’-CGCTGYTTTGACTCMACRGTCAC-3’) and NS5b-4AS (5’-
GTCATAGCCTCCGTGAAG ACTC-3’). The thermalcycler machine was set for one 
cycle of 15 min at 95 °C, 1 min at 48°C and 1 min at 72 °C, followed by 25 cycles of 
94 °C for 10 s, 52 °C for 20 s and 72°C for 30s, followed by a final step of 10 min at 
72 °C. The second round nested amplification was set for 35 cycles of 94 °C for 10 s, 
52 °C for 20 s and 72°C for 30s, followed by a final step of 10 min at 72 °C. Into the 
first-round PCR, 2,5 U of AmpliTaq GoldTM (Perkin Elmer) was added. Both first-
round (30µl) and second-round PCR (75.5µl) contained 10 pmol each of each sense 
and antisense primer, 2,5 mM MgCl2 (Perkin Elmer) and 1mM dNTPs (Eurobio).  
 
Sequence analysis  
Amplified PCR products were purified by use of the QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen) and bidirectionnaly sequenced by use the automate ABI 
PRISMA 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) using inner PCR primers. The 
sequencing arrays were performed according to the instructions of ABI PRISM Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 3.0 (Applied Biosystems).  
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Genotyping by phylogenetic analysis  
The sequences for NS5B region were aligned by use of Clustal_X, manually 
edited, and gap stripped (10). Using the MEGA program (11), a phylogenetic tree was 
constructed by Neighbour-Joining tree method applied to the distance matrix obtained 
under the Kimura’s two parameter and Tamura-Nei models (12).  
Tree was visualised with Mega and Treeview (13) To confirm the reliability of 
the phylogenetic trees, the bootstrap resampling test was performed 1,000 times HCV 
sequences were identified as being significantly related if their bootstrap value was ≥ 
75% (14).  
 
List of reference sequences  
For genotype and subtype determination, the NS5B region was compared to 
sequences from blood-related HCV transmission already published in 
GeneBank/EMBL/DDBJ database. In order to obtain a complete phylogenetic tree 
reference sequences of the confirmed HCV subtypes (15) were included. 1a: M67463, 
AY100133, AF516007, AF516386, D14202, DQ155535, AY683093, AJ880737, 
DQ155558, AF515985; 1b: D90208, AF516021, DQ508480, AY944674, AF515991, 
AY835032, AJ507274, AY898904, AF506594; 1c: D14853; 2a: AF516031, 
AY834967, AY834957; 2b: AB030907; 2c: AM279732; 2k: AB031663; 3a: 
D14195, AJ880744, AF516373, AF515972, AF516376, AF506601, D14308; 3b: 
D49374; 3k: D63821; 4a: AY257424, D45194, AY743181, AY743120; 5a: 
DQ333690, AY373473; 6a: DQ155559. 
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Nucleotide sequence accession numbers 
 HCV-NS5B gene sequences described in this study have been 
submitted to GenBank and can be retrieved under accession numbers: DQ911561 to 
DQ911590. 
  
 Statistical Analysis  
 Data were expressed as mean ± SD. The 95% confidence intervals for 
proportion of subtypes frequencies were calculated using the binominal distribution. 
The proportions of high-ALT levels at T0 and T18 were compared using the 
McNemar test. The HCV-RNA load levels at T0 and T18 were compared using the 
Wilcoxon test. P values lower then 0.05 were considered significant.  
 
Results  
Baseline Characteristics and HCV viral load  
The clinical and laboratorial data of the patients are presented in Table 1. All 
patients underwent blood transfusions. There were no significant differences in ALT 
levels within T0 and T18 time points.  
HCV viremia was positive in all patients before antiviral treatment. Mean 
HCV-RNA concentration before treatment was 447 x 103 copies/ml (range 137 x 103 
to 795 x 103 copies/ml). At the T18, all patients were positive with mean HCV-RNA 
concentration of 460 x103 copies/ml (range 100 x103 to 827 x103 copies/ml). We did 
not find a significant difference in the HCV-RNA levels between pre-treatment and 6-
months pos-treatment values, even in patients who changed genotypes/subtypes 
(P=0.29).  
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Table 1. Characteristics of the patients (n=15) 
 
Age, years 44 ± 13 
Gender, male/female 10 / 5 
Duration of hemodialysis, months 68 ± 43 
ALT > 30, n (%) * 
pre-treatment : 13 (87%) 
pos-treatment :  9 (60%) 
Viral load, copies x 103/ml ** 
pre-treatment : 447 ± 211 
pos-treatment : 460 ± 234 
 
*P = 0.12 
**P = 0.29 
 
 
Genotyping  
All 30 sera samples from T0 and T18 tested for genotyping in this study were 
HCV-RNA positive by PCR. They were further genotyped with Inno-LiPA and by 
PCR amplification and submitted to sequencing and phylogenetic analysis of the 
HCV NS5B region. The distribution of HCV genotypes is presented in Table 2. Ten 
of the 15 patients had identical genotypes and subtypes before and 6 months after end-
of-treatment (67%: 95% CI: 44%-90%). Five patients changed genotypes: they were 
initially 1b, 1b, 4a, 1b, 1a and changed for subtypes 3a, 1a, 1a, 2a, 2a, respectively. A 
discrepant result between Inno-LiPA and NS5B sequencing was found in patient 
number 4 (Tabela 2). HCV 1b infection was detected with Inno-LiPA at T0 and T18, 
while amplification of the NS5B region demonstrated a HCV hetero-subtypic change 
from HCV1b at T0 to HCV1a at T18. Inno-LiPA is considered a reliable technique 
for HCV genotyping, however, discrepancies between Inno-LiPA HCV genotype 1 
subtypic discrimination, based on a few polymorphisms only, and phylogenetic 
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analysis based on nucleotide sequences, has been reported before (16). Since 
phylogenetic analysis is the more accurate method, we assume here a failure of the 
Inno-LiPA subtyping and consider patient 4 as having changed subtype.  
  
 
Tabela 2. Inno-lipa and NS5B sequences results 
 
Inno-LiPA NS5B sequences 
phylogenetic analysis 
Patient T0 / T18 T0 / T18 
1 1b / 1b 1b / 1b 
2* 1b / 3a 1b / 3a 
3 1a / 1a 1a / 1a 
4° 1b / 1b 1b / 1a 
5 1a / 1a 1a /1a 
6 3a / 3a 3a / 3a 
7 1a / 1a 1a / 1a 
8 1a / 1a 1a / 1a 
9 3a / 3a 3a / 3a 
10 1a / 1a 1a / 1a 
11* 4  / 1a 4a / 1a 
12 1a /1a 1a / 1a 
13 1a / 1a 1a / 1a 
14* 1b / 2 1b / 2a 
15* 1a / 2 1a / 2a 
 
T0: pre-treatment  
T18: 6 months after end-treatment 
*patients who changed genotypes  
°patient with discrepant test result 
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Phylogenetic analysis  
For genotype and subtype determination a phylogenetic tree construction was 
carried out including reference strains of confirmed HCV subtypes. The NS5B region 
sequences were submitted to the Blast search program in order to find the most related 
HCV sequences available in GenBank. Figure 1. The 30 HCV strains from the 15 HD 
patients were distributed into subtypes: 1a 56% (17/30), 1b 17% (5/30), 3a 17% 
(5/30), 2a 7% (2/30) and 4a 3% (1/30). Two isolates from different patients that were 
grouped in HCV2a (P14T18 and P15T18) clustered together with a bootstrap support 
of 91%. Another two isolates belonging to subtype 1a (P11T18 and P15T0) also 
clustered closely together with a bootstrap support of 99%. All sequences from the 10 
patients who rebounded with the same subtype were closely clustered with high 
bootstrap support.  
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Figure 1.
 Neighbour-joining tree 
obtained for the NS5B region of 
30 samples from the HD patients 
analysed in this study and 40 
unrelated sequences. Nodes with 
bootstrap support higher than 
75% are indicated. P11T18 and 
P15T0 (subtype 1a) and P14T18 
and P15T18 (subtype 2a) –
underlined – were found 
clustering together with high 
bootstrap support, suggesting 
nosocomial infection.  
(P=patient; T=time point) 
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Discussion  
Hemodialysis patients are at higher risk for HCV infection than the healthy 
population (17;18). The Center for Diseases Control (CDC) reported a 8.9% 
nationwide prevalence of anti-HCV among HD patients in the United States in 2001 
(19). A recent review also showed that Italy and France had a prevalence of HCV in 
dialysis patients of 20.5, and 10.4%, respectively (20). In Brazil, the prevalence is 
even higher, ranging from 35.5% in the Southeast region to 45.5% in the Northern 
region (21). Extremely high prevalences of 94.7% have been reported from Saudi 
Arabia (22) and from Moldavia with 75% (23). One of the reasons of this prevalence 
variability can be explained by the inherent difficulties in evaluating HCV infection in 
HD patients. Liver function tests, such as AST and ALT, are normal in many cases, 
despite the viremia (24). Results of false negative tests have been reported and 
detection of HCV viremia requires HCV-RNA testing, which is an expensive 
procedure (25). Samples for HCV-RNA testing in dialysis patients should be obtained 
prior to the HD procedure, and the use of heparin during dialysis sessions can 
interfere with the PCR technique (26;27). In addition, the HD procedure lowers HCV-
RNA levels by adsorption of HCV-RNA onto the inner surface of dialysers and 
destruction of viral particles by the hydraulic pressure exerted by the blood for 
dialysis (28).  
There is a controversial debate in the literature concerning strategies to control 
the transmission of HCV infection in hemodialysis units. Patient isolation, use of 
dedicated machines and a ban on dialyser reuse are some of the strategies that have 
been proposed (29;30). However, the CDC does not recommend such strategies 
because, although isolation may protect uninfected patients, it might also increase the 
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risk of superinfection in patients originally infected with a single strain, leading to 
relaxation of universal prevention measures (19).  
Nosocomial HCV transmission in hemodialysis centers have been documented 
before (31-33), but the magnitude of the problem is not known yet. We investigated a 
population of HD patients treated apparently successfully for 1 year with INF, as 
judged by a negative HCV-RNA test at the end of treatment. Our population consisted 
of 15 patients who became renewed HCV-RNA positive within 6 months after 
stopping treatment, and who had no risk factors in this period other than 
hemodialysis. We investigated whether HCV-RNA became positive again due to lack 
of sustained response (relapse) or due to contamination with a new strain (re-
infection) by comparing the genotype and nucleotide sequence before treatment and 6 
months after stopping treatment. A change of genotype or subtype would support the 
hypothesis of nosocomial re-infection in this 6 months period.  
Molecular biological techniques such as genotyping and phylogenetic analysis 
have previously been used as a tool for research or epidemiological investigations for 
tracing the source of HCV infection within individual hemodialysis units. As an 
example, two studies supported nosocomial transmission including possible patient-
to-patient cross-infection using phylogenetic analysis of the viral genome (34;35). 
Numerous tests can be used for HCV genotyping, the fastest one being the Inno-LiPA 
test. However, the 5’NTR region is not heterogeneous enough for use in 
determination of the subtype and cannot be used for differentiation of HCV subtypes 
1a and 1b (36). Nucleic acid sequencing of the NS5 region is generally considered to 
be the golden standard and the Simmonds classification of HCV genotypes is based 
on this genomic region (15). 
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Our patients were genotyped by Inno-LiPA in the 5’NTR and by phylogenetic 
tree analysis using partial HCV NS5B sequences. According to the combined results, 
5 patients changed the genotypes/subtype, which is suggestive of re-infection. In the 
other 10 patients, the non-sustained response was caused by the same subtype, 
implying either relapse or re-infection with the same genotype/subtype.  
Considering the relapse hypothesis, we can speculate that HCV viral load was 
not present in the serum at the time of testing because of either the treatment or the 
disappearance of HCV-RNA to extra-vascular sites (37). Regarding the hypothesis of 
re-infection, our five patients could be infected with multiple HCV strains and one 
strain would prevail as the viremic virus. After the end of a successful treatment, one 
displaced strain would become predominant and influence the outcome of therapy 
(38). Although some studies have described superinfection in intravenous drug users 
(39) and HD patient (40), this event is uncommon (41) and probably can not explain 
the switch in genotype in these 5 patients. Nevertheless, for a more detailed analysis 
of multiple infections, sequencing of several clones is needed.  
The phylogenetic analysis is also suggestive of patient-to-patient transmission, 
which corroborates the findings of nosocomial infection. Figure 1. Thus, among 15 
patients with non-sustained response after apparently successful treatment, we have 
indications that at least five of them suffered a nosocomial re-infection within 6 
months after stopping treatment, a finding that has not been reported before among 
HCV-treated hemodialysis patients.  
In conclusion, we used the nucleic acid-based techniques Inno-LiPA and 
sequencing of the NS5 region to evaluate whether de novo HCV-RNA detection in 
non-sustained responders HCV-HD patients occurs due to lack of sustained response 
to IFN (relapse) or due to contamination with a new strain (re-infection). A substantial 
 36 
number of our hemodialysis patients changed HCV genotype, suggesting a high 
incidence of nosocomial re-infection. Even though more studies are needed to 
properly evaluate the magnitude of the risk for nosocomial infection in hemodialysis 
centers, our results suggest a possible alarming incidence of re-infection in 
successfully treated patients, which should be taken into account in the discussion on 
recommendations to control the transmission of HCV infection and post-treatment 
follow up in hemodialysis units.  
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DISCUSSÃO 
 
No presente estudo, foram selecionados quinze pacientes renais crônicos em 
hemodiálise, com infecção ativa pelo HCV, acompanhados por um período de 18 
meses e que apresentaram a seguinte evolução durante a monoterapia com interferon-
alfa: no período pré-tratamento (T0) todos os pacientes apresentavam viremia (HCV-
RNA positivo), após o término do tratamento (T12) apresentavam resposta completa, 
com negativação do HCV-RNA e após seis meses do término do tratamento (T18) 
não apresentavam resposta sustentada, com viremia novamente positiva. A análise 
deste material se propôs a avaliar se o reaparecimento de viremia, seis meses após o 
término do tratamento, se devia a uma recidiva da infecção, ou se poderia ter havido 
reinfecção após um tratamento bem sucedido, uma vez que os pacientes tratados 
continuaram expostos a ambiente de risco de contaminação. 
Estas amostras de viremia positiva em T0 e T18 foram genotipadas pelo 
método de Inno-LiPA na região 5’UTR do genoma do HCV e por análise filogenética 
usando as seqüências parciais da região NS5B do HCV. Os resultados mostraram que 
cinco pacientes mudaram o genótipo/subtipo e, nos outros dez pacientes, a resposta 
não-sustentada foi associada ao mesmo subtipo.  
As técnicas de biologia molecular, como genotipagem e análise filogenética, 
têm sido empregadas como uma valiosa ferramenta nas investigações epidemiológicas 
da infecção pelo HCV em pacientes hemodialisados. Vários testes podem ser usados 
para a genotipagem do HCV. O teste de Inno-LiPA é mais rápido e emprega a região 
5’UTR, entretanto, esta região não é heterogênea o suficiente para ser empregada na 
detecção de determinados subtipos, podendo apresentar limitações na identificação 
dos subtipos, principalmente na diferenciação entre subtipos 1a e 1b, 2a e 2c e cepas 
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do genótipo 4 (CHEN & WECK, 2002; SANDRES-SAUNÉ et al, 2003). Desta 
forma, Quando a determinação do subtipo é essencial, os métodos de genotipagem da 
região NS5B são mais precisos (LAPERCHE et al, 2005). Os nossos achados não 
diferiram da literatura ao mostrar que a genotipagem da região NS5B definiu os 
subtipos com maior acurácia, enquanto que a genotipagem por Inno-LiPA não 
diferenciou os subtipos dos genótipos 2, 3 e 4. 
A filogenética molecular é aplicada principalmente em estudos 
epidemiológicos. Para confirmar determinada hipótese evolucionária são necessários 
diferentes modelos evolucionários e métodos de reconstrução filogenética (POSADA, 
2003). Na avaliação inicial de uma árvore filogenética é possível ter uma noção de 
localização, ou seja, a ordem na qual as diferentes seqüências divergem, entretanto, é 
importante ter uma estimativa estatística de confiabilidade de certos agrupamentos de 
seqüências. A confiabilidade é medida como a probabilidade dos membros de 
determinado grupo continuarem sempre membros daquele grupo. Para obter uma 
estimativa quantitativa da distância entre as diferentes sequências, a técnica de 
Bootstrap é a mais utilizada por ser rigorosa e de rápida interpretação. Esta análise é 
realizada em diversos programas de filogenética e os resultados obtidos mostram uma 
estimativa da confiabilidade do grupo estudado. Um grupo é considerado confiável 
quando apresenta um suporte de bootstrap maior que 70%-75% (KUMAR & NEI, 
2000). 
Os pacientes avaliados no presente estudo foram distribuídos em cinco grupos 
de acordo com os subtipos encontrados: 1a, 1b, 2a, 3a, 4a. Todos os grupos 
apresentaram um suporte de bootstrap maior que 90%.  
O achado mais relevante deste estudo foi a mudança de genótipo em cinco 
pacientes nas amostras do T0 e do T18, reforçando a hipótese de transmissão 
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nosocomial e evidenciando que a resposta não sustentada ao tratamento, nestes 
pacientes expostos a risco de reinfecção, nem sempre reflete uma recidiva da 
infecção. Estes pacientes responderam inicialmente ao tratamento, mas provavelmente 
se re-contaminaram com uma nova cepa viral. Não se pode afastar, por outro lado, a 
possibilidade de infecção inicial com mais de uma cepa viral, tendo o tratamento sido 
efetivo em erradicar apenas uma delas, prevalecendo outra, após o tratamento. 
Entretanto, apesar de haver estudo descrevendo infecções com múltiplas cepas do 
HCV (HERRING et al, 2004), em pacientes usuários de drogas intravenosas, 
infecções mistas do HCV com diversos subtipos são consideradas um evento raro.  
As seqüências T0 e T18 dos dez pacientes nos quais não houve mudança de 
genótipo alinharam-se em subgrupos com o mesmo subtipo, apresentando suportes de 
bootstrap maiores que 80%. Este achado significa que as seqüências destes pacientes 
são praticamente idênticas, condizentes com uma recidiva da cepa viral inicial. Estes 
pacientes são classificados como respondedores com recidiva ao tratamento com 
interferon, ou seja, após uma negativação do HCV-RNA ao fim do tratamento em 
T12, a viremia retornou no período de seis meses. Nestes casos, várias hipóteses 
podem explicar a ausência do HCV-RNA em T12; uma delas é que o HCV pode ser 
seqüestrado intracelularmente em outros sítios, como por exemplo, no fígado ou nas 
células mononucleares periféricas, reaparecendo em níveis detectáveis na circulação 
após o tratamento. Outra hipótese seria uma viremia intermitente e o HCV-RNA 
poderia, devido a este fenômeno, não ser identificado no plasma no momento do teste, 
o que caracterizaria estes pacientes, de fato, como não respondedores. Um estudo 
mostrou que 35% dos pacientes infectados pelo HCV em hemodiálise apresentaram 
viremia flutuante, intercalados a períodos de viremia ausente (UMLAUFT et al, 
1997), achado este relacionado à interferência da heparina nas reações de PCR para 
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detecção do HCV-RNA e à baixa carga viral que estes pacientes em hemodiálise 
geralmente apresentam. Entretanto, como foi demonstrada, no presente estudo, 
transmissão nosocomial com casos de reinfecção com uma nova cepa viral de 
genótipo distinto, existe também a possibilidade destes pacientes terem sido re-
contaminados com a mesma cepa viral.  
Para afirmar se estamos lidando com recidivas ou re-infecções pela mesma 
cepa viral, no caso de amostras com o mesmo genótipo em T(0) e T(18), seria 
necessário primeiramente selecionar um grupo controle de seqüências para uma 
análise filogenética adequada; para tanto, é necessário o seqüenciamento de vários 
clones. Além do mais, deve-se confirmar a topologia obtida com vários métodos de 
inferência filogenética, pelo menos Neighbour-joinning e Maximum-likelihood e uma 
análise filogenética estatística para a determinação de quais pacientes pertencem a 
determinado grupo, para assegurar um bootstrap mais confiável.  
Assim, se incluirmos um número suficiente de seqüências clonadas de regiões 
do HCV das cepas T0 e T18 de cada paciente e se estas seqüências mantiverem um 
aglomerado com forte suporte de bootstrap monofilético, poderemos assegurar tratar-
se de recidiva com a mesma cepa viral. Inversamente, se após a clonagem, as diversas 
cepas não apresentam um suporte de bootstrap estatístico, ou seja, menor que 70%, 
nós podemos confirmar que estamos lidando com re-infecções.  
O CDC (MMWR, 2001) recomenda para o controle de infecção em unidade 
de hemodiálise a instrução dos membros da equipe médica e de enfermagem quanto a 
aderência às precauções padrões no manejo desses pacientes. Essas medidas incluem 
atenção à higiene, adequada esterilização das máquinas de diálise e dos instrumentos 
hospitalares, além de evitar compartilhar materiais potencialmente contaminados 
entre os pacientes. Em um trabalho da Argentina (VALTUILLE et al, 2002) sobre a 
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prevalência do anti-HCV nas unidades de hemodiálise, demonstrou-se inicialmente 
uma taxa de 41.5%; uma aderência sistemática às precauções padrões, baseadas 
apenas nos critérios do CDC, baixou esta prevalência para 8.5%. Um estudo 
multicêntrico na Bélgica mostrou uma redução para 0% na incidência de 
soroconversão do HCV em unidades de hemodiálise apenas com a implementação das 
medidas de precauções padrões, sem praticar o isolamento dos pacientes anti-HCV 
positivos] (JADOUL et al, 1998). 
O isolamento do paciente ou uso de máquinas de diálise exclusivas não são 
recomendados pelo CDC. Embora estes procedimentos possam proteger os pacientes 
não infectados, também podem aumentar o risco de superinfecções em pacientes 
primariamente infectados com uma única cepa (SÁNCHEZ-TAPIAS, 1999). Um 
estudo recente na Tunísia (HMAIED et al, 2006) mostrou que a transmissão do HCV 
de um paciente para outro ocorreu por falha nas precauções padrões, mesmo com o 
uso de máquinas de diálise exclusivas para os pacientes infectados pelo HCV. 
Concluindo, comparando o genótipo e a seqüência de nucleotídeos antes e seis 
meses após o término do tratamento, nós investigamos se a viremia de paciente 
hemodialisados sem resposta sustentada ao tratamento tornou-se novamente positiva 
devido à falta de resposta ao tratamento (recidiva) ou devido à contaminação com 
uma cepa nova (reinfecção). Cinco destes pacientes hemodialisados mudaram o 
genótipo do HCV, sugerindo reinfecção por transmissão nosocomial. Embora outros 
estudos sejam necessários para uma avaliação mais precisa do risco de transmissão 
nosocomial nas unidades de HD, nossos resultados sugerem uma incidência 
preocupante de reinfecção após o término do tratamento, o que deve ser levado em 
consideração para a implementação de procedimentos específicos de controle da 
infecção pelo HCV.  
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CONCLUSÕES   
 
1. Este estudo demonstrou que, em pacientes hemodialisados com resposta não 
sustentada ao tratamento da infecção pelo HCV, o reaparecimento da viremia 
nem sempre se deve a uma recidiva da infecção. 
 
2. A mudança do genótipo em cinco dos quinze pacientes estudados sugere 
reinfecção, por provável re-infecção nosocomial. 
 
3. Este estudo reforça a necessidade de investigar medidas epidemiológicas para 
controle da exposição em pacientes previamente tratados. 
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ABSTRACT 
 
Background/Aims: Hepatitis C virus (HCV) infection remains common among 
hemodialysis (HD) patients and its occurrence is mainly related to nosocomial spread. 
Although dialysis patients with HCV infection respond well to Interferon-based 
therapy, relapse is frequent. Our study aimed at a selected group of HCV-HD patients 
under interferon therapy who achieved end-of-treatment virological response but 
became HCV-RNA positive again 6 months after end-of-treatment. We evaluated 
whether de novo HCV-RNA positivity in these non-sustained responders occurred due 
to lack of clearance of HCV after the initial response to interferon-alpha (relapse) or 
due to re-infection with a new strain (re-infection).  
Methods: Genotyping by Inno-LiPA and by phylogenetic tree analysis using partial 
HCV-NS5B sequences at two evaluation points: pre-treatment (T0) and 6 months 
after end-of-treatment (T18).  
Results: Non-sustained responders (n=15) carried subtypes 1a (8 patients), 1b (4 
patients), 3a (2 patients) and 4a (1 patient) before treatment. Identical subtypes were 
detected in 10 patients at T18. Five patients changed genotypes at T18, suggesting 
nosocomial re-infection. To our knowledge, these findings have never been reported 
before in HD patients during HCV treatment.  
Conclusions: This study emphasizes the importance of epidemiologic measures to 
control the re-exposure of HD patients previously treated for HCV infection.  
 
